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ribonucleïnezuur (RN A ) geïsoleerd uit geïmmortalisecrdc 
lymfoblastoïde cellijnen van Gitelman-patiënten. Via ‘reverse 
transcriptase’-polymerase-kettingreaclie (RT-PCR) en directe 
sequentieanalyse werd het TSC-cD N A  gescreend op de aan­
wezigheid van mutaties. E r was i patiënt ‘com pound’ hcterozy- 
goot voor 2 verschillende mutaties, een glycine naar arginine- 
aminozuursubstitutie en een arginine naar stopmutatie. Tevens 
is er een ‘splice’-variant gedetecteerd bij controlepersonen en 
patiënten.
Onze resultaten bevestigen de bevindingen van een recente 
studie van Simon et al.,1 waarin mutaties in het TSC-gen wer­
den gevonden bij patiënten met het Gitelman-syndroom. Het 
functionele effect van individuele TSC-mutaties wordt bestu­
deerd door de thiazidc-gevoelige ^’Cl-opname te bepalen in 
Xenopus laevis-oöcyten na injectie m et controle- en mutant- 
TSC-cRN A ’s.
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Geslachtsgebonden doofheid m et fixatie van de stijgbeugel 
(DFN3) is de meest voorkom ende vorm van X-gebonden doof­
heid. D F N 3-patiënten vertonen meestal een gemengd progres­
sief gehoorverlies en een kenm erkende, abnormaal wijde ope- 
ning tussen de binnenste gehoorgang en het slakkenhuis. D oor 
gebruik te maken van microdeleties geassocieerd met DFN-, 
kon het oorzakelijke gen, P O U 3F4, geïdentificeerd worden. Bij
9 DFN3-patiënten werden puntm utaties in het POU3F4~gen ge­
vonden. Een van de ‘sporadische’ patiënten bleek een soma­
tisch mosaïcisme te tonen voor een ‘missense’-mutatie. De helft 
van zijn perifere bloedlymfocyten bleek een A rg323Gly-muta~ 
tie te bevatten; de andere helft een normale P O L y v a m in o -  
zuursequentie.
H et P O U 3F4-gen bevindt zich buiten 3 van 4 bekende dele­
ties, een deletie/inversie en een duplicatie/inversie geassocieerd 
met D F N 3; 2 van de deleties bevinden zich op een afstand van 
meer dan 400 kb proximaal van het POU3F4-gen. Om het chro­
mosomale gebied proximaal van het P O U 3F4~gen m eer in detail 
te bestuderen, hebben wij een ‘cosmide contig’ van in totaal 
1500 kb geconstrueerd. G ebruikm akend van polymerase-ket- 
tingreactie en Southern-blot-lest vonden wij 6 nieuwe met 
DFN3 geassocieerde microdeleties die elkaar overlappen in een
10 kb-segment 900 kb proximaal van het PO U 3F4-gen. In totaal 
vonden wij deleties bij 13 van 23 D FN 3-patiënten, waarvan er 10 
het PO U 3F4-gen niet omvatten.
Deze bevindingen suggereren dat zich 900 kb proximaal van 
het P O U 3Fr gen een tweede D F N 3-gen bevindt. Wij kunnen 
echter niet uitsluiten dat zich in dit segment de prom otor (5 '- 
exon) of een transcriptieregulerend element van het POU3F4- 
gen bevindt.
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Het ‘survival motor neuron’ (SMN)-gen wordt beschouwd als 
een gen dat betrokken is bij de ontwikkeling van spinale mus­
culaire atrofie (SMA). De spierziekte SMA is na cystische fi- 
brose de meest voorkomende autosomaal recessieve aandoe­
ning in Nederland, met een prevalentie van ongeveer 1 op 
10.000. Op grond van klinische criteria wordt SMA onderver­
deeld in 3 typen: I, II en III, ook wel ‘acute’, ‘intermediaire’ en 
‘chronische’ SMA genoemd. H et SMN-gen, in 5q i3 , heeft een 
dichtbijgelegen, bijna identieke kopie (cj5C£)j^/), waarvan de 
functie vooralsnog onduidelijk is. In de exonen zijn maar 2 ver­
schillen te vinden tussen het gen en deze kopie. Met deze se- 
quentieverschillen (in exon 7 en in exon 8) zijn het SMN-gen en 
de kopie van elkaar te onderscheiden. H et is gebleken dat de 
overgrote meerderheid (>  95%) van de SMA-patiënten een 
homozygote deletie kent voor tenminste exon 7 én 8 van het 
SMN-gen. Deze deletiefrequentie is onafhankelijk van hel type 
SMA. Een minderheid van de patiënten wordt gekenmerkt 
door afwezigheid van exon 7 van het SMN-gen met behoud van 
exon 8. Uit onze resultaten van een analyse van 13 van deze pa­
tiënten blijkt, dat wij in deze gevallen vermoedelijk te maken 
hebben met genconversies tussen het SMN-gen en het kopie- 
gen.
In plaats van detectie van aan-/afwezigheid van de exonen 7 
en 8 afzonderlijk hebben wij een methode ontworpen met een 
i-staps-polymerase-keltingreactie gekoppeld aan een dubbele 
restrictie-enzymdigestie om aaneengesloten stukken DNA van 
intron 6 tot en met exon 8 te kunnen analyseren, Hierbij wordt 
gebruikgemaakt van een additioneel sequendeverschil tussen 
gen en kopie, namelijk in intron 6. In alle 13 genoemde gevallen 
vonden wij een chimeergen, bestaande uit een fusie van intron 
6/exon 7 van het kopiegen gekoppeld aan exon 8 van hel SMN- 
gen. Deze ogenschijnlijke genconversies werden ook gevonden 
in een controlegroep, evenals een conversie in de andere rich­
ting, namelijk een fusie tussen intron 6/exon 7 van de kopie en 
exon 8 van het SMN-gen.
Dit wijst erop dat genconversies niet ongewoon zijn in de 
SMA-regio en dit kan voor een gedeelte verklaren waarom 
men zo vaak deleties vindt van het SMN-gen. Bovendien zou 
uit deze resultaten de conclusie kunnen worden getrokken dat, 
mochten mutaties in het SMN-gen inderdaad SMA veroorza­
ken, het 3 ,-uiteinde van het gen blijkbaar geen rol speelt met 
betrekking tot het fenotype.
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H et fragiele X-syndroom is de meest voorkomende vorm van 
familiaire mentale retardatie. De moleculaire basis voor het 
syndroom is de expansie van een triplet~‘repeat’ (CG G )n in het 
5 ' onvertaalde gebied van het FMR-i-gen. Ten gevolge van 
deze expansie wordt het FMR-i-gen gemethyleerd en niet afge­
schreven en wordt er dus ook geen eiwit gemaakt.
De aanwezigheid van het eiwit is een maat voor genexpres­
sie. Wij vonden bij een aantal individuen een grote expansie 
van de repeat die echter niet gemethyleerd bleek te zijn. Er 
werd een bijna normale hoeveelheid FMR-i-eiwit gevonden. 
Hieruit kan geconcludeerd worden dat de methylering en niet 
de lengte van de repeat zorgt voor de afwezigheid van het 
FMR-i-eiwit.
Wij hebben een FMR-r-eiwittest ontwikkeld die de huidige 
DNA -test voor fragiele X-syndroom zou kunnen vervangen of 
aanvullen. D e test kan worden uitgevoerd op gedroogde bloed- 
uitstrijkjes en maakt tests van grote groepen verstandelijk ge­
handicapte patiënten in korte tijd mogelijk. Eenzelfde eiwittest
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